Rezistencija bakterija mlečne kiseline na antimikrobne lekove by Bulajić, Snežana et al.
UDK 637.146.1:615.015.8
REZISTENCIJA BAKTERIJA MLE^NE KISELINE NA
ANTIMIKROBNE LEKOVE*
ANTIBIOTIC RESISTANCE OF LACTIC ACID BACTERIA
Sne`ana Bulaji}, Zora Mija~evi}, Radoslava Savi}-Radovanovi}**
Saznanja o rezistenciji na antimikrobne lekove bakterija mle~ne
kiseline su jo{ uvek ograni~ena, verovatno zbog velikog broja rodova i
vrsta koje postoje kod ove grupe, kao i zbog razlika u njihovom spektru
rezistencije. Evropska agencija za bezbednost hrane EFSA smatra
rezistentnost na antimikrobne lekove, posebno prenosive rezistencije,
va`nim kriterijumom kod dono{enja odluke o kvalifikovanoj proceni
bezbednosti -QPS statusu odredjenog soja. Ne postoje prihva}eni stan-
dardi za fenotipsku ili genotipsku evaluaciju rezistencije na antimik-
robne lekove kod izolata hrane. Tako|e, izbor medija je problemati~an,
kao i specifikacija minimalne inhibitorne koncentracije MIC vrednosti
kao posledica velikih varijacija u vrsti i mogu}e rezultiraju}e varijacije u
MIC vrednostima izme|u vrsta i roda. Teku}a istra`ivanja u ovoj oblasti
pokazala su da bi se na kraju mogao dobiti niz razli~itih MIC vrednosti
specifi~nih za vrstu ili rod koje bi mogle jo{ vi{e da prodube sada{nju
kompleksnost. Jo{ jedan problem koji postoji u vezi sa odre|ivanjima
bezbednosti starter sojeva jeste da, kada se jednom identifikuju fenotip
rezistencije i asocirana determinanta rezistencije, postaje te{ko da se
poka`e da ta determinanta nije prenosiva, posebno ukoliko se gen
rezistencije ne nalazi na plazmidu i ukoliko nema standardnih protok-
ola za prikazivanje genetskog transfera. Usled postojanja takvih prob-
lema, sistem o kvalifikovanoj proceni bezbednosti QPS treba da ostavi
prostora za interpretaciju rezultata, posebno kada se oni odnose name-
todologiju odre|ivanja fenotipa rezistencije, odredjivanje MIC vred-
nosti ze odre|eni rod, vrstu, ili soj, na nemogu}nost ustanovljavanja
genetske baze fenotipa rezistencije, kao i prenosivost gena rezisten-
cije.
Klju~ne reci: bakterije mle~ne kiseline, rezistencija, antimikrobni lekovi
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Bakterije mle~ne kiseline (BMK) pripadaju taksonomski heterogenoj
grupi nesporogenih gram pozitivnih mikroorganizama ~ija je osnovna biolo{ka
karakteristika fermentisanje {e}era i posledi~no produkcija mle~ne kiseline. Zah-
valjuju}i sposobnosti da rastu u anaerobnoj sredini, a da su aerotolerantni, ~la-
novi zajednice BMK zauzimaju veliki broj prirodnih ni{a (Carr i sar., 2002). Tipi~ni
predstavnici su vrste iz rodova Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Entero-
coccus i Pediococcus (Carr i sar., 2002). Bakterije mle~ne kiseline u~estvuju u
proizvodnji i konzervisanju fermentisanih proizvoda, bilo kao prirodno prisutni
kontaminenti, i tada u~estvuju u procesima spontane fermentacije, ili kao na-
merno dodati starteri u kontrolisanim procesima.
Njihova acidogena sposobnost, pored ostalih tehnolo{ki va`nih ka-
rakteristika, koja se ogleda u sni`avanju pH vrednosti matriksa namirnice, vodi ka
ostvarivanju po`eljnih organolepti~kih i reolo{kih svojstava. Kisela sredina je
nepovoljna za rast patogenih vrsta bakterija, a istovremeno obezbe|uje postojani
kvalitet i higijensku ispravnost kona~nog proizvoda. Metaboli~ka aktivnost bak-
terija mle~ne kiseline ogleda se u stvaranju mle~ne kiseline koja ujedno deluje i
kao selektivni faktor i tako ostvaruje dominaciju istih mikroorganizama. Zahva-
ljuju}i njihovoj dugogodi{njoj bezbednoj primeni u proizvodnji fermentisanih pro-
izvoda, BMK imaju "Generally Regarded As Safe" (GRAS) status, priznat od strane
Ameri~ke agencije za hranu i lekove. Bakterije mle~ne kiseline predstavljaju i deo
prirodne populacije gastrointestinalnog i genitourinarnog sistema vertebrata i
smatra se, da u toj sredini, ispoljavaju povoljan efekat na zdravlje doma}ina. U
kontekstu toga, za`ivela je i njihova primena kao probiotika, pri ~emu se probiotik
defini{e kao nepatogeni mikroorganizam, koji u slu~aju da se unese u odre|e-
nom broju pozitivno uti~e na fiziolo{ko i zdravstveno stanje doma}ina pored os-
novnog nutritivnog delovanja.
U dana{nje vreme mnogi istra`iva~i isti~u hipotezu da komenzalne
bakterije, pre svega bakterije mle~ne kiseline, mogu predstavljati rezervoar gena
rezistencije na antimikrobne lekove (Perreten i sar., 1997; Levy i Salyers, 2002).
Upravo iz ovog razloga, populacija komenzala je veoma zna~ajna u spoznavanju
mehanizama perzistencije i {irenja gena rezistencije u svetu mikroorganizama
(Levy i Miller, 1989). Takvi mikroorganizmi koji se ozna~avaju kao "rezervoari"
mogu se na}i u razli~itim namirnicama, pre svega fermentisanim proizvodima od
mleka i mesa koji su u velikom broju optere}eni nepatogenim bakterijama kao re-
zultat njihovog prirodnog pocesa proizvodnje.
Prema ovoj teoriji, lanac hrane se mo`e smatrati jednim od glavnih
puteva transmisije rezistentnih bakterija izme|u populacije ljudi i `ivotinja (Witte,
1997). Pre svega, fermentisani proizvodi od mleka i mesa, koji nisu termi~ki treti-
rani, predstavljaju sredstvo prenosa rezistentnih bakterija i time postoji direktna
povezanost izme|u mikroorganizama koji se nalaze u organizmu `ivotinja i gas-
trointestinalnog sistema ljudi. Projekt pod imenom "Rezervoari antibiotske rezis-
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Uvod / Introduction
tencije" (Levy i Salyers, 2002) postavljen je jo{ daleke 1998. godine u cilju pro-
movisanja studija o selekciji i diseminaciji nepatogenih bakterija rezistentnih na
antibiotike kod ljudi, tokom procesa proizvodnje hrane, kao i u neposrednom
okru`enju. Iako mnoge bakterije mle~ne kiseline, uklju~ene u procese fermenta-
cije namirnica imaju "Generally Regarded As Safe (GRAS)" status, potencijalan
rizik po zdravlje ljudi usled transfera gena rezistencije od tzv. rezervoar sojeva
bakterija mle~ne kiseline na bakterije koje predstavljaju stalno prisutnu populaciju
mikroorganizama u gastrointestinalnom sistemu ljudi, jo{ nije u potpunosti defini-
san.
Fenomen rezistencije na antimikrobne lekove, prirodna i ste~ena rezistencija
Phenomenon of resistance to antibiotics, natural and acquired resistance
Detaljni izve{taji o enormnoj primeni antimikrobnih lekova u humanoj i
veterinarskoj medicini (WHO, 1997), poljoprivredi i akvakulturi na veoma dobar
na~in dokumentuju razvoj rezistencije bakterija na antimikrobne lekove (Levy,
1997). Evolucija rezistencije na antimikrobne lekove u zajednicama mikroorgani-
zama je poja~ana horizontalnim transferom gena rezistencije i to preko granica
mogu}nosti vrsta i rodova mikroorganizama, putem konjugativnih plazmida,
transpozona, posedovanjem integrona i insercionih elemenata, kao i liti~nih bak-
teriofaga i profaga (Davies, 1994). Tokom 50 i vi{e godina globalne upotrebe anti-
mikrobnih sredstava, uspostavilo se nekoliko mehanizama rezistencije, uklju~u-
ju}i inaktivaciju antimikrobnih lekova enzimima (enzimska inaktivacija) (npr. -la-
ktamaze, aminoglikozid acetil-, nukleotidil-fosforil-transferaze), ograni~eni unos
antimikrobnih lekova (npr. penicilin vezuju}i proteini), aktivni iznos antimikrobnih
lekova ili pak modifikacija ciljnog mesta delovanja antimikrobnih lekova (metila-
cija 23S rRNA, mutacija aminokiselinske sekvence topoizomeraze) i/ili osigura-
vanje alternativnog metaboli~kog puta ("premo{}avanje"), po{to je originalni put
metabolizma naru{en (Levy, 1997). Kod pojedinih patogenih i potencijalno pato-
genih bakterija, kao {to su stafilokoke i enterokoke, razvoj visoko rezistentnih
klonova bakterija je pokrenuo krizu rezistencije na antimikrobne lekove (Neu,
1992). U slu~aju vankomicin rezistentnih enterokoka, jo{ uvek ne postoji mo-
gu}nost uspe{ne terapije antimikrobnim lekovima (Jett i sar., 1994).
Neophodno je praviti razliku izme|u prirodne ("intrinzi~") i ste~ene
(prenosive) rezistencije. Rezistencija na dati antimikrobni lek mo`e biti intrinzi~na
u odnosu na bakterijsku vrstu ili rod (prirodna rezistencija), a karakteri{e se spo-
sobno{}u jednog mikroorganizma da pre`ivi u prisustvu odre|enog antimikrob-
nog agensa, usled karakteristika uro|ene rezistencije. Prirodna rezistencija se ne
prenosi horizontalno. Suprotno ovom tipu, ste~ena rezistencija je karakteristika
pojedinih sojeva unutar vrste obi~no osetljive na primenjeni antimikrobni lek, a
mo`e se horizontalnim putem prenositi me|u bakterijama. Ste~ena rezistencija
na odre|eni antimikrobni agens nastaje bilo iz mutacije u genomu bakterije ili
usled sticanja dodatnih gena koji kodiraju mehanizam rezistencije. Ovakve genet-
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ske promene poja~avaju odbrambenu sposobnost bakterija. Rezistencija se vrlo
verovatno razvila daleko pre klini~ke primene antimikrobnih lekova. Geni rezisten-
cije mogu voditi poreklo od mikroorganizama, prirodnih producenata antimikrob-
nih materija, koji su snadbeveni doti~nim genima u cilju samoza{tite (Davies,
1997). Drugi potencijalni izvor gena rezistencije mogu predstavljati geni ~iji pro-
dukti imaju ulogu u metabolizmu bakterija. Takvi geni su mogli biti izlo`eni "pamet-
nim" mutacijama, koje su izmenile spektar supstrata (po mutaciji supstrat pred-
stavlja antimikrobni lek u odnosu na pre|a{nje supstrate biosinteze ili biode-
gradacije).
Determinante rezistencije na antimikrobne lekove se prenose verti-
kalno ili horizontalno u prirodnim mikrobnim zajednicama. Vertikalna diseminacija
se odvija klonalnim {irenjem odre|enog rezistentnog soja. Kod horizontalnog
transfera gena identifikovana su tri mehanizma (Davies, 1994): prirodna transfor-
macija sa preuzimanjem i ugradnjom ("inkorporacijom") slobodne DNK iz ekstra-
celularnog medijuma; konjugacija -mehanizam DNK transfera zavisan od }e-
lijskog kontakta koji kao takav postoji kod ve}ine bakterijskih rodova i trans-
dukcija-transfer posredovan bakteriofagima. Veruje se da konjugacija predstavlja
glavni na~in transfera gena (Salyers, 1995). Mnogi geni rezistencije na antimik-
robne lekove se nalaze na mobilnim elementima kao {to su plazmidi i konjugativni
transpozoni.
Ste~ena rezistencija na antimikrobne lekove, predstavlja karakteris-
tiku pre svega onih mikroorganizama, ~ija primarna stani{ta podrazumevaju sre-
dine permanentno izlo`ene optere}enju usled kontinuirane primene antimikrob-
nih lekova (intestinum ljudi i `ivotinja) (Teuber i sar., 1999). Profili rezistencije na
antimikrobne lekove kod bakterija koje predstavljaju komensalne mikroorga-
nizme nekog ekosistema, npr. bakterije mle~ne kiseline, indikatori su selektivnog
pritiska koji doti~ni mikroorganizmi podnose u uslovima kontaminacije stani{ta
antimikrobnim sredstvima. Sirovo mleko i meso kontaminiraju se tokom proiz-
vodnje fekalnim materijalom, gde se mogu na}i i bakterije mle~ne kiseline rezis-
tentne na antimikrobne lekove. Na taj na~in se geni rezistencije prenose u krajnje
proizvode, pre svega sireve proizvedene od sirovog mleka i fermentisane koba-
sice. Kako molekularna analiza gena rezistencije lokalizovanih na plazmidima i
transpozonima pokazuje identi~ne genetske elemente kod ljudi i `ivotinja, ~ini se
mogu}im da namirnice animalnog porekla slu`e kao sredstvo preno{enja rezis-
tentnih bakterija, odnosno determinanti rezistencije na antimikrobne lekove. Na-
u~na javnost, poslednjih godina poku{ava odgovoriti na pitanje da li komensalne
bakterije iz namirnica mogu preneti gene rezistencije na crevne bakterije ljudi
tokom prolaza kroz creva.
Rezistencija bakterija mle~ne kiseline na antimikrobne lekove /
Antibiotic resistance of lactic acid bacteria
Veliki broj bakterija mle~ne kiseline prisutan u fermentisanim proizvo-
dima sasvim sigurno poma`e u ostvarivanju razli~itih mehanizama rezistencija na
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antimikrobne lekove putem mutacija. Dodatno, bakterije mle~ne kiseline su snad-
bevene mobilnim genetskim elementima, pre svega plazmidima i transpozonima,
koji omogu}avaju horizontalan prenos i {irenje gena rezistencije. Po usvajanju
svojstva rezistencije, determinante rezistencije se amplifikuju i mogu se predati
drugom doma}inu. Zbog toga je sasvim opravdan zahtev da se starter i probiotski
sojevi bakterija mle~ne kiseline ispituju na sposobnost prenosive rezistencije na
antimikrobne lekove, pored potrebe da se kompletno fiziolo{ki i tehnolo{ki oka-
rakteri{u. Od vitalnog zna~aja jeste jasno definisanje grani~nih vrednosti na os-
novu kojih se vr{i kategorizacija na rezistentne i osetljive sojeve. Posebnu vred-
nost ima razlikovanje prirodne (nespecifi~ne, neprenosive) i ste~ene rezistencije,
putem postupka koji zahteva pore|enje profila rezistencije na antimikrobne le-
kove velikog broja bakterija mle~ne kiseline poreklom iz razli~itih izvora (Teuber i
sar., 1999). Uz tradicionalne klini~ke grani~ne vrednosti minimalnih inhibitornih
koncentracija (MIK) od pomo}i klini~arima u odabiru efikasnog antimikrobnog
leka, predstavljen je i koncept mikrobiolo{kih grani~nih vrednosti, i to na osnovu
prou~avanja distribucije minimalnih inhibitornih koncentracija na dati antimik-
robni lek u odre|enoj populaciji bakterija (Olsson-Liljequist i sar., 1997). Prema
datom konceptu, onaj deo populacije koji pokazuje jasno odstupanje od osetljive
ve}ine smatra se rezistentnim delom populacije, odnosno delom populacije sa
ste~enom i potencijalno prenosivom rezistencijom. U tabeli 1. dat je prikaz mini-
malnih inhibitornih koncentracija na osnovu kojih se pojedine vrste bakterija
mle~ne kiseline kategorizuju kao rezistentne. Definisane MIK vrednosti trebalo bi
smatrati pragmati~nim odgovorom na postoje}i problem razdvajanja sojeva sa
ste~enom rezistencijom od osetljivih sojeva.
Odre|ivanje profila rezistencije bakterija mle~ne kiseline na antimikrobne
lekove / Determining profile of resistance to antibiotics of lactic acid bacteria
Kako za odre|ivanja profila rezistencije na antimikrobne lekove kod
BMK postoje brojne metode, ne postoji kona~ni konsenzus o grani~nim vred-
nostima za ve}inu antimikrobnih lekova. Pometnja u ovom domenu prvenstveno
proizilazi iz ~injenice da se za definisanja rezistencije koriste razli~ite metode (E
test: Danielsen i Wind, 2003; agar dilucija: Herrero i sar., 1996; disk difuzioni test:
Charteris i sar., 1998; i mikrobujonska kultura: Klein i sar., 2000) i tako se dobijeni
rezultati ne mogu direktno upore|ivati. Pored toga, pojedini testovi se ne smatraju
pouzdanim za odre|eni antimikrobni lek. Npr. disk difuzioni test se ne smatra
pouzdanim za detekciju rezistencije niskog nivoa na vankomicin kod enterokoka
(MIK od 8 do 32 g/mL) (Swenson i sar., 1992). Na rezultate ispitivanja rezistencije
bakterija na antimikrobne lekove mo`e da uti~e i sastav podloge (Huys i sar.,
2002), kao {to su varijacije u sadr`aju katjona ili koncentraciji kriti~nih sastojaka
poput timina ili folne kiseline, kao i veli~ina inokuluma, temperatura i period inku-
bacije. Pored toga, ve}ina vrsta BMK pokazuje relativno slab rast na uobi~ajenim
podlogama za testiranje, kao {to je Mueller-Hinton (Difco) ili Isosensitest (Oxoid),
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dok MRS medijum mo`e ~ak i inaktivirati pojedine antimikrobne lekove (npr.
imipenem).
Poseban problem pri utvr|ivanju profila rezistencije predstavlja speci-
fikacija MIK vrednosti. Ne postoje standardi po tom pitanju, a Institut za klini~ke i
laboratorijske standarde ("Clinical and Laboratory Standards Institute-CLSI", biv{i
NCCLS) ne navodi MIK grani~ne vrednosti sa izuzetkom enterokoka. Svakako da
problem predstavlja i velika varijabilnost vrsta i s tim u vezi varijacije u MIK vred-
nostima izme|u vrsta i rodova bakterija mle~ne kiseline (Danielsen i Wind, 2003).
Iz ovog razloga Nau~ni komitet za ishranu `ivotinja ("Scientific Committee on Ani-
mal Nutrition-SCAN") pravi razliku izme|u laktobacila i pediokoka u odnosu na
MIK vrednosti za razli~ite antimikrobne lekove (European Commission, 2002).
Demonstraciju slo`enosti postoje}e problematike, ali i dodatnu konfuziju stvorila
je i odluka FEEDAP (Scientific Panel on Additives and Products or Substances
Used in Animal Feed, 2005), po kojoj treba da se izvr{i ispravka postoje}ih MIK
vrednosti. Tom prilikom postavljene su i grani~ne vrednosti za razli~ite grupe bak-
terija mle~ne kiseline, vrste, ali i sojeve; npr. za homofermentativne i heterofer-
mentativne laktobacile, enterokoke, Pediococcus spp., Leuconostoc spp., sojeve
L. plantarum, sojeve L. lactis. Pored toga, Danielsen i Wind (Danielsen i Wind,
2003) predla`u i do tri razli~ite MIK grani~ne vrednosti i to na osnovu razlike u
rezistenciji svega 14 ispitivanih vrsta laktobacila. Stoga, ukoliko se za ostale (>60
vrsta) Lactobacillus vrste, ali i druge grupe bakterija mle~ne kiseline, za koje do
sada nisu ispitane ni postavljene MIK vrednosti, u budu}nosti utvrde zna~ajne
razlike, ovaj slo`eni proces evaluacije i utvr|ivanja kriterijuma bi se mogao zavr{iti
postavljanjem MIK grani~nih vrednosti, specifi~nih ne samo za dati rod nego i ispi-
tivanu vrstu bakterija mle~ne kiseline, a mo`da i pojedine sojeve, {to dodatno
uslo`njava problematiku.
Fenotipsko odre|ivanje rezistencije se dopunjuje molekularnim meto-
dama gde se sojevi direktno ispituju na prisustvo determinanti rezistencije. Ove
metode uklju~uju amplifikaciju putem PCR tehnike primenom specifi~nih praj-
mera za pojedine ili multiple gene rezistencije (Strommenger i sar., 2003), RT PCR
(Volkmann i sar., 2004) ili kori{}enje DNK matrice koja sadr`i veliku kolekciju gena
rezistencije (Perreten i sar., 2005). Postoje}e geneti~ke studije na osnovu kojih se
potvr|uje preno{enje poznatih determinanti rezistencije su ograni~ene mnogim
eksperimentalnim faktorima, zbog ~ega su i njihovi rezultati razli~iti. Osim toga,
nisu dostupni pozitivni kontrolni sojevi za izvo|enje konjugacije i/ili transpozicije,
a ne postoji ni standardni protokol demonstracije transfera gena.
Profili rezistencije bakterija mle~ne kiseline na antimikrobne lekove /
Profiles of resistance to antibiotics of lactid acid bacteria
Profili rezistencije na antimikrobne lekove kod Lactobacillus, Strepto-
coccus, Pediococcus, Leuconostoc, Bifidobacterium i Propionibacterium vrsta su
sasvim razli~iti, iako se ne zapa`aju jasno odvojeni, po vrstu specifi~ni profili rezis-
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tencije. S jedne strane, ve}ina vrsta je rezistentna na metronidazol (MIK256
g/mL), i trimetoprim (MIK30 g/mL) (Charteris i sar., 1998; Katla i sar., 2001). Ovi
mikroorganizmi imaju ograni~enu sposobnost biosinteze i ne poseduju meta-
boli~ki put sinteze folne kiseline, pa se smatraju prirodno rezistentnim na ove
agense (Katla i sar., 2001). S druge strane, bakterije mle~ne kiseline i bifidobak-
terije su osetljive na piperacilin i piperacilin plus tazobaktam (MIK16 g/mL) (Del-
gado i sar., 2005). Lactobacillus, Lactococcus i Leuconostoc vrste pokazuju rezis-
tenciju visokog nivoa na cefoksitin (MIK30 g/mL) (Charteris i sar., 1998; Del-
gado i sar., 2005). Ve}ina laktobacila, pediokoka i Leuconostoc vrsta je rezis-
tentna na visoke koncentracije vankomicina (MIK256 g/mL), dok je ve}ina lak-
tokoka veoma osetljiva na isti antimikrobni lek (MIK2 g/mL) (Danielsen i Wind,
2003; Delgado i sar., 2005). Rezistencija Lactobacillus, Pediococcus i Leuco-
nostoc spp. na vankomicin obja{njava se postojanjem D-Ala-D-Laktata u pepti-
doglikanu, umesto D-Ala-D-Ala dipeptida koji predstavlja ciljno mesto delovanja
antimikrobnog leka. Time se rezistencija kod ovih vrsta smatra prirodnom i ne
mo`e se upore|ivati sa ste~enom, plazmidima kodiranom rezistencijom, utvr|e-
nom kod enterokoka. Ispitivanjem molekularne osnove rezistencije kod BMK, a
na osnovu pore|enja identiteta nukleotidne sekvence sa sekvencom gena orig-
inalno opisanih kod filogenetski udaljenih bakterijskih grupa, utvr|eno je da sama
rezistencija vodi poreklo od drugih mikroorganizama, sa kojih je, na neki na~in
prene{ena na bakterije mle~ne kiseline i bifidobakterije.
Bakterije mle~ne kiseline, kao deo interaktivne populacije mikroor-
ganizama, podlo`ne su izmeni gena rezistencije kao mehanizmu adaptacije na
sredinu optere}enu antimikrobnim lekovima, a u cilju pre`ivljavanja u takvim
sredinama. Izvan svake sumnje jeste to da se distribucija bakterija sa prenosivim
determinantama rezistencije treba izbe}i (WHO, 1997). Mere uklju~uju kori{}enje
odgovaraju}ih, pa`ljivo selekcionisanih startera, kao i odgovaraju}ih supstrata za
procese fermentacije, uz neophodnu potvrdu da starter i probiotski sojevi ne
sadr`e gene koji prenose rezistenciju na antimikrobne lekove. Pa`ljiva i op-
ravdana upotreba antimikrobnih lekova, kako u veterini, poljoprivrednom sektoru i
humanoj medicini, uz pasterizaciju ili drugi termi~ki tretman sirovih supstrata
(mleka ili mesa) predstavljaju neophodne mere u re{avanju problema rezistencije
na antimikrobne lekove. Neophodnim se smatra i zabrana kori{}enja antimikrob-
nih lekova, promotora rasta u uzgoju `ivotinja, pre svega onih koji se klini~ki pri-
menjuju, kako u veterinarskoj, tako i u humanoj medicini: zabranjeni su antimik-
robni lekovi koji dovode do ukr{tene rezistencije kod bakterijskih uzro~nika, (ti-
lozin, virginiamicin) ili oni koji se koriste samo u humanoj medicini, kao {to je baci-
tracin. Uro|ena rezistencija na antimikrobne lekove utvr|ena je na vankomicin
kod Leuconostoc vrsta, odre|enih laktobacila ili pak na nalidiksinsku kiselinu.
Razliku izme|u prirodne i ste~ene rezistencije je te{ko postaviti budu}i da je ne-
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mogu}e pratiti ispitivani soj u preantibiotskoj eri. Ukoliko bakterije mle~ne kiseline
`ive u biotopu koji je optere}en antimikrobnim lekovima (digestivni sistem ljudi i
`ivotinja, vime krava), ste~ena rezistencija na antimikrobne lekove se utvr|uje kod
mnogih vrsta koje naseljavaju takve sredine, uklju~uju}i Enterococcus, Lactococ-
cus i Lactobacillus vrste.
Ne postoji barijera izme|u patogenih (streptokoke), potencijalno pa-
togenih (enterokoke) i komenzalnih (laktobacili, laktokoke) BMK s obzirom na
mogu}nost preuzimanja i sticanja determinanti rezistencije na antimikrobne leko-
ve. Utvr|eni su identi~ni geni odgovorni za rezistenciju na tetraciklin - tet (M), eri-
tromicin - ermAM, hloramfenikol - cat, streptomicin - str, streptogramin - sat, u sve
tri grupe mikroorganizama. Ovi podaci potvr|uju gledi{te da u sredinama, u ko-
jima su kori{}ene enormne koli~ine antimikrobnih lekova, bakterije mle~ne
kiseline, kao i drugi mikroorganizmi, u~estvuju u sistemima komunikacije, putem
kojih i prenose osobine rezistencije preko granica vrsta, pa ~ak i rodova.
Do sada, multirezistencija, na sre}u, nije uobi~ajena kod bakterija
mle~ne kiseline. Ipak, u sve ve}em broju se izoluju sojevi koji pokazuju atipi~ne
nivoe rezistencije na pojedine antimikrobne lekove (posebno tetraciklin i eritromi-
cin). Takvi sojevi nose gene rezistencije za koje se veruje, a u mnogim slu~ajevima
je i potvr|eno, da su ste~eni horizontalnim preno{enjem. Stoga je sasvim oprav-
dana inicijativa Evropske agencije za bezbednost hrane za neophodnim ispitiva-
njem prisustva prenosivih determinanti rezistencije onih sojeva bakterija mle~ne
kiseline koji se primenjuju kao starter ili probiotski sojevi. Takvi zahtevi su defini-
sani usvajanjem sistema kvalifikovane pretpostavke bezbednosti ("Qualified Pre-
sumption of Safety" – QPS) (EFSA, 2004).
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ANTIBIOTIC RESISTANCE OF LACTIC ACID BACTERIA
Sne`ana Bulaji}, Zora Mija~evi}, Radoslava Savi} Radovanovi}
Knowledge on the antibiotic resistance of lactic acid bacteria is still limited,
possibly because of the large numbers of genera and species encountered in this group,
as well as variances in their resistance spectra. The EFSA considers antibiotic resistances,
especially transferable resistances, an important decision criterion for determining a
strain's QPS status. There are no approved standards for the phenotypic or genotypic
evaluation of antibiotic resistances in food isolates. Also, the choice of media is problem-
atic, as well as the specification of MIC breakpoint values as a result of the large species
variation and the possible resulting variation in MIC values between species and genera.
The current investigations in this field showed that we might end up with a range of different
species- or genus-specific breakpoint values that may further increase the current com-
plexity. Another problem associated with safety determinations of starter strains is that
once a resistance phenotype and an associated resistance determinant have been identi-
fied, it becomes difficult to show that this determinant is not transferable, especially if the re-
sistance gene is not located on a plasmid and no standard protocols for showing genetic
transfer are available. Encountering those problems, the QPS system should allow leeway
for the interpretations of results, especially when these relate to the methodology for resis-
tance phenotype determinantions, determinantions of MIC breakpoints for certain genera,
species, or strains, the nondeterminability of a genetic basis of a resistance phenotype and
the transferability of resistance genes.
Key words: lactic acid bacteria, antibiotic resistance
ANTIBIOTI^ESKOE SOPROTIVLENIE BAKTERIY MOLO^NOY KISLOTÀ
Sne`ana Bulai~, Zora MiÔ~evi~, Radoslava Savi~ Radovanovi~
PoznaniÔ o soprotivlenii na antibiotiki bakteriy molo~noy kislotì
vsÒ eçÒ ograni~ennìe, veroÔtno iz-za bolÝ{ego ~isla roda i vidov, suçih u Ìtoy
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gruppì, slovno i iz-za raznic v ih spektre soprotivleniÔ. Evropeyskioe agenstvo
dlÔ bezopasnosti korma EABK s~itaet rezistentnostÝ na antibiotiki, otdelÝno
perenoslivogo soprotivleniÔ, va`nìm kriteriem u prinimaniÔ reçeniÔ o kvali-
ficirovannoy ocenke bezopasnosti - KOB statusu opredelÒnnogo {tamma. Ne suçe-
stvuÓt prinÔtìe standartì dlÔ fenotipi~eskogo i genotipi~eskogo opredeleniÔ
cennosti soprotivleniÔ na antibiotiki u izolÔtov korma. Tak`e vìbor mediÔ
problemati~nìy, slovno i specifikaciÔ minimalÝnoy ingibitornoy koncentra-
cii MIK stoimosti kak sledstvie bolÝ{ih variaciy v vide i vozmo`nìe ÔvlÔÓçi-
esÔ rezulÝtatom variacii v MIK stoimostÔh me`du vidami rodami. Tekuçie
issledovaniÔ v Ìtoy oblasti poazali, ~tobì na konce mog polu~itÝsÔ rÔd raz-
li~nìh MIK stoimostey specifi~eskih dlÔ vida ili raoda, kotorìe bì mogli eçÒ
bólÝ{e uglubitÝ tepere{nÓÓ kompleksnostÝ. EçÒ odna problema, suçaÔ v svÔzi s
opredeleniÔmi bezopasnosti starter {tammov, kogda odna`dì identificiruÓt
fenotip soprotivleniÔ i associrovannìy determinant soprotivleniÔ, stano-
vitsÔ tÔÌ`elo pokazatÝ, ~to Ìtot detrminant ne perenosnìy, otdelÝno poskolÝku
gen soprotivleniÔ ne nahoditsÔ na plazmide i poslkolÝku ne imeet standartnìh
protokolov dlÔ geneti~eskogo transfera. Vsledstvie suçestvovaniÔ takih prob-
lem, sistema o kvalificirovannoy ocenke bezopasnosti KOB nado ostavitÝ pros-
transtva dlÔ interpretacii rezulÝtatov, otdelÝno, kogda oni otnosÔtsÔ na me-
todologiÓ opredeleniÔ fenotipa soprotivleniÔ, opredeleniÔ MIK stoimosti
dlÔ opredlÒnnogo roda, vida, ili {tamma, na nevozmo`nostÝ ustanavlivaniÔ ge-
neti~eskoy bazì fenotipa soprotivleniÔ, slovno i perenosnostÝ gena soprotiv-
leniÔ.
KlÓ~evìe slova: bakterii molo~noy kislotì, antibioti~eskaÔ rezistentnostÝ
340
Vet. glasnik 62 (5-6) 329 - 340 (2008) Sne`ana Bulaji} i sar.: Rezistencija bakterija
mle~ne kiseline na antimikrobne lekove
